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两 种 缘 毛 类 纤毛 虫 胞 质 Hsp70 基因 序列 
的 克隆 及 其 系统 发 育 分 析 
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摘要 : 克隆 得 到 2 种 缘 毛 类 纤毛 虫 一 钟 形 钟 虫 ( Vorticella campanula) 和 蝙 状 独 缩 虫 ( Carchesium polyp- 
inum ) 的 胞 质 Hsp70 基因 部 分 序列 ， 长 度 均 为 438 bp ， 编 码 146 个 氨基 酸 、 以 细菌 为 外 类 群 ， 利 用 最 大 似 然 法 
和 邻接 法 构建 包括 其 他 5 种 纤毛 虫 在 内 的 共 26 个 物种 的 Hsp70 基因 氨基 酸 序列 系统 发 育 树 ， 其 拓扑 结构 显示 ， 
V .campanula 和 C .polypinum 聚 在 一 起 ， 并 与 另 2 种 守 膜 岗 的 嗜 热 四 膜 虫 〈 Tetrahymena thermophila) 及 草 履 虫 
( Paramecium tetraurelia ) 聚 为 姊妹 枝 ， 提 示 了 缘 毛 类 纤毛 虫 为 单 系 ， 且 隶属 于 寡 膜 岗 的 系统 发 育 地 位 。 
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Abstract: Cytosolic Hsp70 genes of two peritrichous ciliates ( Vorticella campanula & Carchesium polypinum ) were 
partially sequenced and the lengths are 438 bp, both encoding 146 amino acids. Using bacteria as the outgroup, the phy- 
logenetic trees were constructed based on cytosolic Hsp70 amino acid sequences by maximum-likelihood (ML) and neigh- 
bor-joining (NJ) methods. The topology that V.campanula clustered with C .polypinum , and then formed a sister clade 
with another two species in Oligohymenophorea ( Tetrahymena thermophila & Paramecium tetraurelia ), suggested the 
monophyly of the peritrichs and their phylogenetic placement in the class Oligohymenophorea. 
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位 ， 指 出 0 .henneguyi 与 篮 口 纲 (Nassophorea) 纤 
毛虫 的 遗传 距离 小 于 0. henneguyi 与 寡 膜 纲 中 膜 口 


尽管 从 最 初 发 现 缘 毛 类 纤毛 虫 (Leeuwenhoek， 
1674) 至 今 已 有 300 多 年 ， 然 而 基于 形态 结构 的 研 


究 结 果 并 未 很 好 地 解决 其 系统 发 育 地 位 问题 ， 目 前 
采用 的 缘 毛 类 纤毛 虫 未 属 守 膜 纲 的 分 类 系统 也 一 直 
存在 争论 (Corliss，1968; Finley，1974; Corliss， 
1974; Puytorac et al，1984)。 进 入 分 子 系统 学 研究 
阶段 ，Greenwood et al (1991) 最 早 以 SSrRNA 
(small subunit rRNA) 基因 序列 作为 分 子 标记 研究 
了 Opisthonecta henneguyi 在 纤毛 虫 中 的 系统 发 育 地 
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类 的 遗传 路 离 ， 因 此 建议 提升 缘 毛 类 纤毛 虫 的 分 类 
地 位 。Miao et al (2003) 在 对 3 种 分 子 标记 分 析 比 
较 的 基础 上 ， 利 用 SSrRNA 基因 序列 对 缘 毛 类 纤毛 
虫 的 系统 发 育 问题 进行 了 有 益 的 探讨 ， 并 进一步 通 
过 对 13 种 纤毛 虫 的 SSrRNA 序列 分 析 得 出 缘 毛 类 
纤毛 虫 应 作为 寒 膜 纲 一 个 亚 纲 的 分 类 地 位 (Miao et 
al，2004)。 尽 管 rRNA 基因 序列 被 认为 是 目前 纤毛 
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虫 分 子 系统 发 育 学 研究 中 最 常用 和 最 可 靠 的 分 子 标 
记 之 一 (Tourancheau et al，1998; Miao et al， 
2001) ， 可 是 其 缺点 也 逐渐 在 一 些 系 统 发 育 的 研究 
中 显现 出 来 。 例 如 ， 由 于 rRNA 中 G+C 含 量 的 显 
著 不 同 会 引起 系统 树 构 建 中 人 为 因素 的 于 扰 等 
(Hasegawa & Hashimoto, 1993; Leipe et al, 1993; 
Galtier & Gouy，1995)。 而 编码 蛋白 的 基因 则 具有 
对 G+C 含量 不 敏感 的 优势 ， 因 此 ， 目 前 已 有 越 来 
越 多 的 编码 保守 蛋白 的 基因 序列 被 用 于 建立 纤毛 门 
的 分 子 进化 树 。 例 如 利用 微 管 蛋 白 和 3 - 磷酸 甘油 
醛 脱 氢 酶 基因 (Tourancheau et al，1998)、Hsp70 
基因 (Budin & Philippe，1998) 以 及 组 蛋白 H4 和 
H3 基因 (Bemhard & Schlegel，1998) 分 析 纤 毛虫 
主要 类 群 的 系统 关系 ， 以 DNA 聚合 酶 a 基因 
(Hoffman & Prescott，1997) 为 分 子 标记 讨论 了 下 
毛 类 纤毛 虫 (hypotrichous ciliates ) 的 系统 关系 等 。 
可 是 这 些 编码 蛋白 序列 获得 的 结果 与 以 往 的 rRNA 
进化 树 间 都 存在 着 或 多 或 少 的 差异 (Germot & 
Philippe，1999)。Philippe & Adoutte (1998) 指出 
没有 一 种 简单 的 基因 能 够 提供 完整 的 分 子 进化 信 
息 ， 必 须 通 过 不 同 的 发 育 树 来 分 析 得 到 相互 间 一 致 
可 信 的 结论 。 为 使 分 子 系统 发 育 树 更 真实 地 反映 物 
种 树 ， 需 要 对 多 基因 和 大 量 DNA 序列 进行 分 析 ， 
从 而 最 大 限度 地 缩小 两 者 间 的 差别 (Zhang， 
1996)。 探 讨 缘 毛 类 纤毛 虫 的 系统 发 育 问题 也 不 例 
外 。 

70 kDa 热 休 克 和 蛋白 (heat-shock protein 70， 
Hsp70) 是 生物 进化 中 高 度 保守 的 一 类 和 蛋白 质 。 作 
为 一 种 有 效 的 分 子 标记 ， 已 经 在 众多 的 研究 对 象 和 
不 同 的 分 类 水 平 上 得 到 了 应 用 : 分 析 古 细菌 、 真 细 
菌 和 真 核 生 物 间 的 进化 关系 (Gupta & Golding 
1993); 建立 真 核 生 物 类 群 (Budin & Philippe， 
1998)、“ 具 泡 界 ”( 腰 划 虫 、 纤 毛虫 和 顶 复 门类 群 ) 
(Fast et al，2002) 的 系统 发 育 关 系 ; 推断 鞭毛 虫 种 
类 的 毛 滴 虫 属 的 系统 发 育 地 位 〈GCermot & Philippe， 
1999) 等 。 但 尚未 用 于 缘 毛 类 纤毛 虫 的 系统 发 育 研 
究 。 本 文选 取 缘 毛 类 纤毛 虫 的 代表 种 钟 形 钟 虫 和 蚁 
状 独 缩 虫 ， 分 别克 隆 得 到 其 胞 质 Hsp70 基因 的 片 
段 ， 通 过 氨基 酸 序列 构建 最 大 似 然 (ML) 树 与 邻 
接 (NJ) 树 ， 对 缘 毛 类 纤毛 虫 的 系统 发 育 地 位 问题 
进行 了 相应 的 探讨 。 








1 材料 与 方法 


1.1 纤毛 虫 样品 的 采集 、 分 离 和 DNA 提取 

钟 形 钟 虫 (Yorticella campanula )、 蝗 状 独 缩 虫 
( Carchesium polypinum ) 均 采 自 武汉 东湖 。 参 照 
Miao et al (2001) 的 方法 分 离 和 收集 。 对 于 每 个 种 
类 ， 至 少 收集 100 个 个 体 。 用 灭 菌 双 茹 水洗 数 饥 后 
轩 于 裂解 液 (100 mmol/L NaCl，10 mmol/L Tris- 
HCL pH 7.8, 10 mmol/L EDTA, 0.2% SDS，0.2 
mg/mlL proteinase K) 中 ，50 水 浴 12 ~ 20 h 后 待 
提 DNA， 或 于 4 下 冻 存 。 

样品 经 裂解 后 ， 用 酚 / 握 仿 (Phenol/Chloro- 
fomm) 法 抽 提 大 核 DNA (Sambrook et al，1989)， 
将 DNA 溶 于 TE (pH 8.0) 中 ， 于 4 保存 备用 。 
1.2 Hsp70 基因 序列 片段 的 PCR 扩 增 和 测序 

PCR 扩 增 所 用 引物 根据 胞 质 Hsp70 基因 具有 的 
ATPase 活性 的 高 度 保守 区 域 设 计 ， 正 向 引物 : 5”- 
GGA ATT GAC TTG GGA ACT AC-3'， 对 应 于 氨基 
酸 序列 GIDLGT; 反 向 引物 : 5'-TCG TTG AAG TAA 
GCT GG-3'， 对 应 于 氨基 酸 序列 PAYFND。 

PCR 反应 体积 为 25 pgL， 反 应 前 94 所 预 变性 10 
min; 94 避 变 性 1 min，50 退火 1 min，72 所 延 伸 
1 min， 共 35 个 循环 ; 72 % 再 延伸 10 min。PCR 产 
物 用 Glassmilk (Biostar) 纯化 回收 后 ， 连 接 到 T- 
Vector (Promega) 上 ， 再 转化 到 EEF.col TopFI 中 ， 
选取 含有 目的 插 和 人 片段 的 样品 进行 测序 ， 测 序 在 自 
动 测序 仪 (Applied Biosystems 377 Stretch) 上 完成 。 
1.3 分子 系统 发 育 树 的 构建 

利用 编码 蛋白 基因 Hsp70 的 部 分 氨基 酸 序列 ， 
以 两 种 细菌 ( Salmonella typhimurium， Vibrio fluvi- 
alis ) 为 外 类 群 构 建 系统 发 育 树 ， 用 于 建树 的 26 种 
生物 包括 了 目前 GenBank 中 具有 胞 质 Hsp70 基 
因 序 列 的 所 有 5 种 纤毛 虫 ( EE. eurystomus ,EE . aedic- 
ulatus , P . tetraurelia , T . thermophila , M . crassus ) 
( 表 1)。DNA 序列 与 氨基 酸 序列 用 软件 Clustal X 
1.81 (Thompson et al，1997) 进行 了 排序 和 人 工 校 
正 ， 排 序 中 的 裂缝 (gap) 作为 缺失 处 理 。 对 氨基 
酸 序列 ， 利 用 PAUP* 4.0 软件 (Swofford，1998) 
中 的 邻近 距离 法 (neighbor - joining，NJ) (Saitou & 
Nei，1987) 构建 分 子 进化 树 ， 并 计算 7 种 纤毛 虫 
的 遗传 距离 (D-distance)。 利 用 PUZZLE (Strimmer 
& von Haeseler，1996) 软件 的 HKY 进化 
模型 (Hasegawa et al ,1985) 构 建 最 大 似 然 (maxi- 
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表 1 用 于 序列 分 析 和 构建 系统 树 的 26 个 物种 的 Hsp70 序列 情况 
Table 1 Introduction of Hsp70 sequences of 26 species used for sequence analyze and phylogenetic tree construction 





物种 Species 序列 长 度 Squence length 登录 号 文献 
Nucleotide (bp) Amino acid Accession number Reference 

Artemia franciscana 435 145 AF427596 Chen & MacRae, Unpubl. 
Babesia bovis 438 146 AF107118 Ruef et al ,2000 
Candida albicans 435 145 230210 Valle et al ，1995 
Carchesium polypinum 438 146 AYS61304 本 文 
Cotesia rubecula 435 145 AY150371 Asgari et al ，2003 
Cryptosporidium serpentis 438 146 AF221541 Sulaiman et al，2000 
Cryptosporidium sp. #691 438 146 AF221540 Sulaiman et al ，2000 
Cyprinus carpio 435 145 AY219845 Ali et al，2003 
Danio rerio 435 145 L77146 Graser et al, 1996 
Euplotes aediculatus 438 146 AF031353 Budin & Philippe, 1998 
Euplotes eurystomus 438 146 L15292 Hauser et al, Unpubl. 
Lycopersicon esculentum 438 146 X54029 Lin et al, 1991 
Moneuplotes crassus 444 148 AJ344550 Reidt, Unpubl. 
Nicotiana tabacum 438 146 AY253326 Drincovich et al，Unpubl . 
Parasirongytordes irichosuri 438 146 AF278536 Howes, Unpubl. 
Paramecium tetraurelia 438 146 AF031360 Budin & Philippe, 1998 
Petuniax hybrida 438 146 X13301 Winter et al ，1998 
Plasmodium cynomolgt 438 146 M90978 Eckert et al ，1992 
Plasmodium falciparum 438 146 M19753 Yang et al, 1987 
Saccharomyces cerevisiae 435 145 L22015 Fisk & Cherry, Unpubl. 
Salmonella typhimurium 429 143 NP_459017 MeClelland et al, 2001 
Spinacia oleracea 438 146 AF034618 Li & Guy, Unpubl. 
Tetrahymena thermophila 438 146 AY442308 Miao & Wan, Unpubl. 
Theileria anniulata 438 146 J04653 Mason et al, 1989 
Vibrio fluvialis 426 142 AY498658 He et al, Unpubl. 
Vorticella campanula 438 146 AY442307 本 文 


mum-likelihood，ML) 树 。 进 化 树 各 分 支 置 信和 度 由 
Bootstrap 法 (Felsenstein，1985) 检验 ， 均 用 1 000 
次 循环 重 抽 样 进行 统计 评价 。 用 TreeView (Page， 
1996) 软件 读 取 系 统 发 育 树 文件 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 DNA 序列 与 氨基 酸 序 列 

克隆 得 到 的 钟 形 钟 虫 和 蚊 状 独 缩 虫 的 胞 质 
Hsp70 基因 的 部 分 序列 的 登录 序列 号 分 别 为 ; 
AY442307 和 AY561304， 长 度 均 为 438 bp， 编 码 
146 个 氨基 酸 。 纤 毛虫 的 胞 质 Hsp70 基因 序列 与 动 
物 、 植 物 和 真菌 的 Hsp70 基因 DNA 序列 长 度 (435 


~438 bp) 和 和 氨基酸 序 列 长 度 (145 ~ 146 个 氨基 
酸 ) 相 接近 ， 而 比 细菌 的 Hsp70 基因 序列 (DNA 序 
列 长 度 为 426 ~ 429 bp， 编 码 142 ~ 143 个 氨基 酸 ) 
要 长 。 

以 氨基 酸 序列 计算 纤毛 门 物 种 间 的 遗传 距离 列 
于 表 2 中 。 守 膜 纲 的 7 .campanula、 CC.polypinum 、 
P .ietraurelie 和 7T.thermophila 与 旋 毛 类 类 和 群 间 
(E.eurystomus 、 忆 .aediculatus 、M.crassus ) 的 遗 
传 距离 平均 值 分 别 为 0.2215、0.2055、0.1849 和 
0.2009。 

2.2 系统 发 育 树 
构建 的 ML 树 和 NJ 树 ( 图 1) 的 拓扑 结构 基本 
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表 2 7 种 纤毛 虫 的 遗传 距离 
Table 2 Genetic distances of the 7 ciliate species 



















































C.pojpinum V.campanula P.tetraurelia T,thermophila E.eurystomus E.gaedicuatus M .crassus 
C. polypinum 0.0000 
V .campanula 0.0890 0.0000 
P. tetraurelia 0.1712 0.1918 0.0000 
T. thermophila 0.1849 0.1712 0.1370 0.0000 
E. eurystomus 0.1918 0.2055 0.1712 0.1849 0.0000 
E. aediculatus 0.1986 0.2123 0.1644 0.1712 0.0479 0.0000 
M .crassus 0.2260 0.2466 0.2192 0.2466 0.1849 0.1849 0.0000 
€. polypinum = C. polypinum 7] 
Vcompanula 将 Vcomponula 
P. tetraurelia 68 P tetraurelia 
T. thermophila 纤毛 门 74 T thermuphila 纤毛 [站 
E eurystomus 55 E eurystomus 
! E. aediculatus £. aediculatus 
ad crassus 原生 动物 oD M crassus 永生 动物 
Peynomolgi 7 C. serpents | 
P falciparum Oe sp.#691 
人 serpentis P eynomovlg 
=z| 79 站 - 下 复 [ 
66 Csp.#691 项 复 门 P falciparum 
B. bovis B bows 
31 7 annulata 」 J 了 annulata J 
L. esvulentum 了 L esculentum 国 | 
Ei 
0 N tabacum 机 物 N tabacum 梢 物 
P. hybrida P brida 
S oleracea J S olferacea 吕 
A. franciscana A franciscana 
276 C rubecula C rubecula 
290 P tichosuri 动物 100 P trichosan 动物 
0 Ccarpio C caorpio 
?2p rerio D. reriw 
C alhicans © albivans 
36 S. cerevisiae ] 真菌 一 = 全 = S cerevisiae ] 生病 
5. typhimurium LT2 V fluvialis 
—— VK. fluvialts | 细菌 5S. nphimurum LT2 ] 细菌 
3 b 


1 基于 Hsp70 氨基 酸 序列 利用 ML 法 (a) 和 NJ 法 (b) 构建 的 26 个 物种 的 系统 发 育 树 
Fig.1 ML (a) & NJ (b) phylogenetic tree of 26 species based on Hsp70 gene amino acid sequences 


一 致 :原核 生物 与 真 核 生物 明显 地 分 为 两 支 ; 真 核 生 
物 又 分 为 3 枝 : 真菌 (ML: 90%; NJ: 100% ) 动物 
(ML: 74%; NJ: 69%) 植物 和 原生 动物 (ML: 59%; 
NJ:50% );6 种 属于 顶 复 门 (Apicomplexa) 的 寄生 原 
生动 物 聚 为 一 枝 (ML:66%;NJ:51% ) ,7 种 纤毛 虫 聚 
在 一 起 (ML: 62% ;NJ:55%)。 在 纤毛 虫 枝 中 ， 缘 毛 
类 纤毛 虫 V.campanula 和 C.polypinum 珍 在 一 起 
(ML: 91%; NJ: 99%)， 并 与 男 2 种 属于 寡 膜 纲 
种 类 的 嗜 热 四 膜 虫 ( Tetrahymena thermophila) 及 草 
履 虫 ( Paramecium tetraurelia ) 从 为 妃 妹 枝 (ML: 
67%; NJ: 68% )。 


3 讨论 

图 1 显示 ， 缘 毛 类 纤毛 虫 在 系统 发 育 树 中 聚 为 
一 枝 ， 同 时 与 咽 膜 亚 纲 的 种 类 P. tetraurelia 以 及 膜 
口 亚 纲 的 种 类 7.izerropjpila 一 起 组 成 了 窒 膜 纲 这 
一 独立 分 枝 。 这 与 利用 SSrRNA 序列 分 析 得 到 的 结 
果 一 致 ， 支 持 寡 膜 岗 及 缘 毛 类 均 为 单 系 ， 且 缘 毛 类 
纤毛 虫 应 隶属 于 寡 膜 纲 的 观点 (Miao et al，2001; 
Miao et al，2004) ， 进 一 步 丰 富 了 缘 毛 类 纤毛 虫 分 
子 系统 学 数据 ， 明 确 了 其 分 类 地 位 。 同 时 ， 通 过 氮 
基 酸 序列 得 到 的 遗传 距离 显示 : 在 纤毛 门 各 类 群 
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中 ， 咽 膜 亚 纲 与 另 一 大 类 群 一 一 旋 毛 纲 在 亲缘 关系 
上 最 近 ， 膜 口 亚 纲 次 之 ， 而 缘 毛 类 最 远 。 这 一 结果 
与 利用 SSrRNA 基因 序列 所 得 到 的 亲缘 关系 计算 结 
果 一 致 (Miao et al，2004)， 也 表明 以 Hsp70 基因 
序列 为 分 子 标记 分 析 高 阶 元 类 群 间 系统 发 育 关系 的 
可 靠 性 较 高 。 

以 往 在 寡 膜 纲 各 类 群 间 的 系统 发 育 关 系 上 的 研 
究 存在 许多 争议 。Lom et al (1968) 对 缘 毛 类 纤毛 
虫 的 表 膜 下 纤毛 系 和 口 器 的 超 微 结构 、Bardele 
(1981) 对 纤毛 膜 的 分 析 结 果 均 得 出 缘 毛 亚 纲 与 盾 
纤 亚 纲 之 间 的 亲缘 关系 较 近 的 结论 。Greenwood et 
al (1991) 与 Miao et al (2001) 通过 SSrRNA 基因 
序列 分 析 得 出 缘 毛 亚 纲 与 咽 膜 亚 纲 之 间 的 亲缘 关系 
更 近 。 而 Miao et al (2004) 在 增加 了 更 多 的 缘 毛 类 
纤毛 虫 种 类 基础 上 ， 对 SSrRNA 基因 序列 分 析 后 ， 
得 出 缘 毛 类 纤毛 虫 与 膜 口 亚 纲 之 间 的 遗传 距离 明显 
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